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A  large number of enzymatically catalyzed  reactions are  related  to  the conversion of ATP. 
Adenylyl  cyclases  (ACs)  convert ATP  to  cyclic adenosine 3´,5´‐monophosphate  (cAMP) and 
pyrophosphate  (PPi).  The  small molecule  cAMP was  found  to  be  a  second messenger  in 
mammalian cells.  In mammals, ten different  isoforms of ACs are known, nine of which are 
membrane‐bound. Invasive microorganisms have exploited the dependence of mammals on 
the  second  messenger  cAMP  and  synthesize  highly  active  cyclase  toxins  or  produce 
activators for host ACs in order to subvert host defense mechanisms. 1,2 
  Apart  from  the already known cyclic nucleotides cAMP and cGMP,  the existence of 
other  cyclic  nucleotides  in  vivo  like  cyclic  cytidine  3´,5´‐monophosphate  (cCMP)  has  been 
discussed  since  the  1970s,  but  could  never  be  proven  definitely.  The  existing  cyclic 
nucleotide 3´,5´‐monophosphate (cNMP) detection and quantitation methods contributed to 






tenth  soluble  form  that  has  distinct  catalytic  and  regulatory  properties,  resembling 
cyanobacterial  and  mycobacterial  enzymes.  The  soluble  AC  (sAC)  possesses  a  highly 
conserved catalytic core compared to mAC, although there are significant differences  in  its 
primary sequence.6,7 
  The  nine  membrane‐bound  ACs  have  a  highly  complex  membrane  topology  and 
exhibit  a  striking  sequence  homology  in  the  primary  structure  of  the  catalytic  core. 
Hydrophobic amino acid  residues are arranged  in  two sets of six adjacent  transmembrane 
spans  separated  by  a  large  hydrophilic  loop.8  The  proposed  structure  contains  a  short 
variable  N‐terminus,  followed  by  the  first  set  of  six  transmembrane  helices,  a  large 
cytoplasmic  domain  consisting  of  360‐390  amino  acids  (C1),  the  second  set  of 












  The  domains  C1  and  C2  form  the  catalytic  core  of ACs  and  are  both  required  for 
catalytic  activity.  The  mixture  of  the  soluble  VC1  and  IIC2  domains,  which  lack  the 
transmembrane spans, results  in regulatory properties similar to the  full‐length membrane 
bound  enzyme.1  Two  highly  conserved  aspartic  acid  residues  within  the  catalytic  core 
coordinate  two  catalytic metal  ions  at  conserved  topological  locations. Both  are probably 




in  turn  are  regulated  by  G‐protein‐coupled  receptors  (GPCRs).  Binding  of  hormones, 
neurotransmitters  or  sensory  signals  to  cell  surface  receptors  initiates  the  G‐protein 
signaling  cascade. G‐proteins are membrane‐associated heterotrimeric proteins  composed 
of a GDP‐bound ‐subunit and a ‐heterodimer. Receptor activation promotes GDP release 




  sAC  and  sAC‐like ACs  are  the only enzymes  known  that  are  regulated directly  and 
specifically  by  bicarbonate.  Bicarbonate  probably  increases  AC  activity  by  facilitating  the 
transition  from  the  open  to  the  closed  form  during  catalysis.  However,  the  bicarbonate 






changing  ATP  concentrations  in  whole  cells  or  compartments  and  may  act  as  an  ATP 
sensors.6 
  The large number of AC isoforms raises the question as to why ten specific isoforms 
are needed  and what  specific  functional  role each one plays  in  the organism. Part of  the 


























































is  not  subject  to  activation  by  the  diterpene  forskolin  (FSK)  from  Coleus  forskohlii,  but  is 
regulated by calcineurin.7,1 
  Phosphorylation  of  ACs  by  protein  kinase  A  (PKA)  or  C  (PKC)  represents  feedback 
regulations within the signal transduction cascade. PKA serves as feedback inhibitor of ACs 5 
and  6,  whereas  PKC  may  display  either  stimulatory  or  inhibitory  effects.  In  case  of 
stimulatory  PKC  phosphorylation  highly  synergistic  effects  with  G  subunits  may  be 
observed. This especially holds true for sensitization of AC 2 and 7 for Gs (see Table 1.1).7
1.1.3. Physiology and Pathology of ACs 
The majority  of  the  data  on  the  physiology  of ACs  has  been  obtained  by  overexpression 




rats  may  be  causing  a  decrease  in  glucose‐induced  insulin  production  in  spontaneously 
diabetic mice.  Furthermore, AC  3‐deficient mice  fail  in  several  olfaction‐based  behavioral 
tests and  lack electro‐olfactogram responses. Additionally, the mouse model  indicates AC 3 
as important parameter for the growth of arterial smooth muscle cells.1,11 Novel results link 
AC 3  to physical activity,  food consumption, and  leptin‐insensitivity and,  therefore, weight 





Infusion  of  the  AC  activator  FSK  into  the  hippocampus  of  these  mice  restores  normal 




sensitivity  to  epinephrine  and  an  enhanced  cardiac  function  is  retained  and  thus,  heart 
function in murine cardiomyopathy can be improved. However, overexpression of AC 5 leads 
to myocardial damage  through  cellular degeneration  and  fibrosis over  the  lifetime of  the 
animal, whereas AC 5 knock‐out mice have an increased lifespan of approx. 30%.7,11  
  Mutations  found  in  the  human  genome  causing  constitutively  active  receptors  – 





hyperthyroidism  and  Jansen‐type  metaphyseal  chondrodysplasia.  McCune‐Albright 




related  peptide  signaling  in  chondrocytes,  resistance  to  various  hormones,  obesity,  short 
stature, subcutaneous ossifications and mental or developmental deficits. An unusual form 
of  pseudohypoparathyroidism  underlies  reduced  AC  activity  suggesting  the  presence  of 
inactivating mutations in ACs.1,10 
  ACs  play  a  prominent  role  in  model  systems  for  drug  abuse,  dependency  and 
withdrawal.  Cells  chronically  treated with  opiates  exhibit  supersensitive  AC  activity  –  via 






are  known  to modulate  the  activity of ACs.  The diterpene  FSK  activates  the  synthetic AC 
construct VC1:IIC2 and all membrane‐bound AC  isoforms except for AC 9. FSK binds to the 




  P‐site  inhibitors  represent a major  class of AC  inhibitors which are  in general non‐
selective  towards  specific  isoforms.  P‐site  inhibitors  are  typically  adenosine  derivatives 




insect  cells.  These  selective  inhibitors  comprise  classic  P‐site  inhibitors  like  2´,5´‐dideoxy 
adenosine  and  a  new  class  of  effectors  containing  an  adenine  ring  joined  by  a  metal 
chelating hydroxamic acid linker forming a Mg2+ complex in the active site of the enzyme like 





  2´(3´)‐O‐(N‐Methylanthraniloyl)‐(MANT)‐  and  2´,3´‐O‐(2,4,6‐trinitrophenyl)‐(TNP)‐
substituted nucleotide derivatives constitute another class of inhibitors interacting with ACs 
















  Most  astonishing was  the  potency  of MANT‐  and  TNP‐nucleotides  bearing  uracil, 
cytosine or hypoxanthine moieties. Ki values for TNP‐CTP and ‐UTP were  in the same order 
of magnitude than for TNP‐ATP on VC1:IIC2 domains, AC I, AC II, and AC V preparations. The 
















three  cases of  anthrax  infections due  to bioterrorism had been  identified  in  the USA.24 A 
recent outbreak of cutaneous anthrax  in Aachen, Germany  in a heroin addict  in December 














airborne  spores.  Dormant  spores  of  B.  anthracis  are  highly  resistant  to  environmental 





within  the  body  and  produce  the  vegetative  form.  These  bacilli multiply,  killing  the  host. 
Bacilli sporulate in the presence of free oxygen when shed by the dying or dead animal.27,28 
  Disease occurs when spores enter the host in three possible ways. The mode of spore 
entry  into  the  human  body  predetermines  the  etiopathology  and  the  chance  of  survival. 
Spores invading the organism via skin abbrations leads to the least dangerous and cutaneous 
form.  This  form  manifests  itself  by  small  pimples  developing  to  painless  black  eschars 




a  systemic  form  that  becomes  treatment‐resistant  and  rapidly  fatal  with  shock‐like 




Fig. 1.4. A Gross pathologic prosterior view of a chimpanzee´s  lungs  that had  suffered  inhalation anthrax. B 




tripartite anthrax  toxin. The genetic  information  for  these virulence  factors  is encoded on 
two different plasmids – pXO1 and pXO2. pXO2 contains information for the biosynthesis of 
a  polyglutamate  capsule,  protecting  the  vegetative  cells  from  phagocytotic  killing  by 











Whooping  cough  or  pertussis  is  a  typical  childhood  disease  against  which  has  been 
vaccinated in developed countries since the 1940s. However, the WHO has counted 136,331 




  Whooping  cough  is  caused  by  the  Gram‐
negative  aerobic  coccobacillus  Bordetella  pertussis 
that  is  found  alone  or  in  pairs.  It  belongs  to  the 
genus  Bordetella  and  is  pathogenic  exclusively  for 
humans. B. pertussis is a non‐motile organism that is 
transferred  from  host  to  host  by  aerosolized 
droplets. The infection progresses by attachment of 
the  coccobacillus  to  airway  tissue  (see  Fig.  1.5.), 
avoidance  of  host  defence  mechanisms,  cellular 
destruction  and  systemic  effects.  The  disease 
normally  undergoes  three  distinct  stages  called 
catarrhal, paroxysmal, and convalescent.33,34 
  The catarrhal phase  is  indistinguishable  from viral upper respiratory tract  infections 
and  characterized by non‐specific  coryzal  illness with mild  cough,  generally  lasting one  to 
two weeks. Then, the cough becomes more severe and frequent with spasmodic conditions, 
inspiratory whoops and post‐tussive vomiting,  lasting up to six to eight weeks. This stage  is 
referred  to  as  paroxysmal.  When  the  symptoms  finally  start  improving  and  the  coughs 
become milder, the phase is referred to as convalescent.34,35 
  Pertussis  may  be  associated  with  various 
complications  from  subcutaneous  emphysema, 




The  risks of  complications, hospitalization  and mortality 





cells  by  Bordetella  pertussis  (yellow) 
taken  from  www.nibsc.ac.uk/science/ 
vaccines/pertussis.aspx 
Fig.  1.6.  Child  with  ruptured 
blood  vessels  in  eyes  and 







typically more  severe,  and hospitalization  rates  are highest  among  children  less  than one 
year old. Similarly, mortality rates are highest among  infants younger than six months and 
lowest among adolescents.33,36,37
  The  pathogenicity  of  Bordetella  pertussis  is  ascribed  to  a  multitude  of  virulence 
factors comprising three major surface agglutinogens, fimbriae required for colonisation of 
the  trachea, pertactin and  filamentous haemagglutin acting as adhesins  for  the organism, 
lipopolysaccharide  with  immunomodulating  activity,  tracheal  colonisation  factor,  serum 
resistance  factor  enabling  resistance  to  killing  by  human  serum,  tracheal  cytotoxin,  and 
dermonecrotic  toxin  causing necrotic  lesions  if  injected  subcutaneously. Remarkably, only 
three  virulence  factors  secreted  by  the  bacillus  are  able  to  enter  target  cells.  A  recently 
discovered protein, BteA,  is  injected  into host cells by a type  III secretion system.  Its exact 
function  is  still unknown but  it  is  required  for cytotoxicity  in vitro and persistence  in vivo. 
Pertussis toxin ADP‐ribosylates Gi‐proteins and thereby inhibits their coupling to receptors of 
intracellular  signaling  cascades.  The  third  enzyme  to  enter  host  cells  is  an  adenylyl 
cyclase/hemolysin  toxin  called  CyaA.  CyaA  self‐translocates  into  the  cytosol  and  raises 
intracellular  cAMP  levels  in  cells  of  the  immune  system  (for  further  detail  see  Chapter 
1.2.3).38,39 
1.2.3. Adenylyl Cyclase Toxins EF and CyaA: a Comparison 
At  first  glance,  anthrax  and pertussis  are  two  completely different diseases with differing 
clinical pictures, route of  infection and survival rates. However, both pathogens possess AC 
toxins which are classified as Class II adenylyl cyclases; CyaA from B. pertussis and EF from B. 








terminal  AC  domain  approximately  380  amino  acids  in  size.  In  contrast,  CyaA  consists  of 
1706 amino acids and has a molecular weight of 188 kDa. Soon it became clear that only the 
400 N‐terminal amino acids comprise AC activity and the remaining 1306 amino acids bear 
















globular  domains  connected  by  an  ‐helix  and  binds  four  Ca2+  ions,  inducing  a 
conformational  change  that  results  in  the exposure of a hydrophobic pocket. CaM  inserts 
between CA and the helical domain. Surprisingly, in complex with EF only the two C‐terminal 







The divalent metal  ions  are  coordinated by Asp 491, Asp 493  and His 577.  The negatively 
charged  phosphate  tail  of  ATP  is  stabilized  by  Lys 346,  Arg 329,  Lys 372  and  Lys 353  or 
Ser 354. The adenine moiety  interacts with  the backbone of Asp 582, Asn 583 and  the N6 
nitrogen is within hydrogen‐bonding distance of Thr 548. Phe 586 and Leu 348 lie above and 
below  the plane of  the  ribose,  respectively, and  the O4´ of  the  ribose  is coordinated by a 
hydrogen‐bond with Asn 583. His 351 is highly conserved and was initially thought to replace 
a Mg2+ and to catalyze the reaction by deprotonation of 3´OH. However, it has become clear 









backbone  of  EF  is  colored  green,  the molecules  in  the  catalytic  core  are  colored  according  to  their  atoms 
(carbon: gray, oxygen: red, nitrogen: blue, phosphorus: yellow). C shows the proposed mechanism for catalysis 
by EF. For clarity several key residues, such as Arg 329 (salt‐bridge with phosphorus chain), Asn 583 (hydrogen 
bonding with O4´ ribose) and His 577  (involved  in metal  ion binding), were omitted. Pictures are  taken  from 
Guo et al.51 
 





CyaA  there  is  a  third Mg2+  ion  found  that  is  coordinated  between  Asp 188,  Asp 190  and 
Gln 297. This third metal ion is not found in structures of EF and is positioned in such a way 
that it is believed to only play a role for structural integrity.51,54,55 
  Despite  a  striking  sequence  similarity  in  the  catalytic  domain,  the  binding  and 
activation of CyaA by CaM differs significantly from the mechanism found  in EF. In contrast 
to  EF,  CyaA  is  also  being  fully  activated  by  CaM mutants with  defective  C‐terminal  Ca2+ 
binding sites or by the N‐ or C‐terminal domain of CaM alone. Compared to EF CyaA has a 
100‐fold higher affinity to CaM and surprisingly binds CaM in a Ca2+ independent way. CyaA 
completely  lacks a structure similar  to  the helical domain  in EF  that  is strongly  involved  in 
CaM  interaction.  The  CaM‐binding  site  in  CyaA  partially  overlaps  the  N‐  and  C‐terminal 
subdomains  of  the  AC moiety,  and  72  amino  acids  comprise  90%  of  the  binding  energy 
released upon  interaction with CaM. The key residue  in CaM binding  is Trp 242. Generally, 
the binding pocket of CyaA adopts a more open catalytic conformation than EF.40,46,55 
  The  class  II  AC  toxins  share  no  structure  similarities  with mammalian  ACs.  Upon 
activation  in the cytosol of host cells by CaM they exhibit a turnover number at  least 100‐












called  integrin‐like domain. A  second  receptor  for PA  is capillary morphogenesis protein 2 
(CMG2) also widely expressed and possessing an integrin‐like domain highly homologous to 
TEM8.  Once  bound  to  the  receptor,  the  83  kDa  PA  is  cleaved  by  furin  or  furin‐like 
endoproteases leaving a 63 kDa activated fragment. PA63 oligomerizes into a heptamer and 
is able to bind three toxin molecules per heptamer. LF and EF compete for the binding sites 
of  the  PA  oligomer.  The  complete  complex  is  endocytosed  and  translocated  to  acidic 
















pore‐forming  region  consists  of  four  hydrophobic  segments,  a  small  section  where 
palmitoylation  occurs,  a  characteristic  glycine‐  and  aspartate‐rich  nonapeptide  repeat 




is also able  to penetrate  cell membrane without  the presence of  the  receptor mentioned 
above.  The  four hydrophobic  spans of  the C‐terminal part of CyaA  integrate  into  the  cell 
membrane  at  low Ca2+  concentrations  and  form  small  cation‐selective  pores  that  are  the 
reason for the low hemolytic activity of the enzyme. When the Ca2+ concentration rises, Ca2+ 
is bound by the glycine‐ and aspartate‐rich nonapeptide repeats  inducing a conformational 
change of  the protein and  subsequent direct  translocation of  the AC domain  through  the 
channel formed by the hydrophobic domains into the cell.44,57,60,61,62





Both  AC  toxins  originate  from  different  species  and  have  quite  different mechanisms  of 
activation  and  cell  entry.  However,  their  enzymatic  action  is  the  same:  generation  of 
supraphysiological  levels  of  cAMP  in  host  cells.  Therefore,  the  list  of  effects  sound 
intriguingly  similar.  By  cAMP  accumulation,  both  bacteria  achieve  protection  from 




Additionally,  the cytokine  secretion  is being manipulated under  the  influence of AC  toxins 
concerning TNF‐, IL‐6 and IL‐10.57,61 
  The  deletion  of  EF  impairs  germination  of  Bacillus  anthracis  in mouse  peritoneal 









pathology  revealed  intestinal  intraluminal  fluid  accumulation,  focal  hemorrhaging  of  the 
ileum  and  adrenal  glands  and  lesions  in  adrenal  glands,  lymphoid  organs,  bone,  bone 
marrow, gastrointestinal mucosa, heart, and kidney. A simultaneous cytokine  increase was 
monitored,  specifically  for  granulocyte  colony‐stimulating  factor,  eotaxin,  kreatinocyte‐




of  the  infections. However,  in a  recent experiment with EF no correlation between cAMP‐
levels  and  cell  death  could  be  observed  in  different  cell  types  leading  to  two  possible 
explanations. On the one hand, different cell types could be differently sensitive to elevated 




an  excitation maximum  at  ex = 350 nm  that  show  increased  fluorescence  (em = 450 nm) 












transfer  (FRET).  Therefore,  these  fluorescent  nucleotides  have  been  used  to  study 
interactions of probe and enzyme.69,70  
  MANT‐substituted  nucleotides  potently  inhibit  mAC  and  AC  toxins  from  Bacillus 
anthracis and Bordetella pertussis. These experiments  in combination with crystallographic 
and  molecular  modeling  approaches  have  revealed  substantial  conformational  flexibility 
accomodating purine as well as pyrimidine analogues.19,20,23,69,70 
  EF and CyaA displayed unexpected affinity for the nucleotide CTP and its derivatives. 
The Ki value of CTP at EF  in presence of Mn2+ and Mg2+ were  lower  in comparison to other 
non‐modified nucleoside triphosphates. The Ki values of CTP and GTP were comparably low 
at CyaA. The modification of CTP with fluorescent residues led to surprising data: MANT‐CTP 
showed  higher  affinity  for  EF  than MANT‐ATP  in  presence  of Mn2+  and Mg2+. Concerning 
CyaA, the order of potency under Mn2+ conditions was MANT‐ITP > MANT‐CTP > MANT‐UTP 
>  MANT‐ATP  >  MANT‐GTP.  The  inhibitory  potencies  of  all  tested  nucleotides  were 
differentially decreased when applying Mg2+ instead of Mn2+ (see Table 1.2.).69,70 
 
Table 1.2.  Inhibitory potencies of NTPs and MANT‐nucleotides at EF and CyaA  in  the presence of Mn2+ and 
Mg2+. Values were taken from Göttle et al.69 and Taha et al.70 
  Ki [µM] at EF  Ki [µM] at CyaA 
Compound  Mn2+  Mg2+  Mn2+  Mg2+ 
GTP  9.2 ± 0.79  73.6 ± 6.02  27 ± 6  260 ± 32 
ITP  45.4 ± 3.6  233 ± 15.8  100 ± 20  1,100 ± 220 
UTP  63.9 ± 9.21  138 ± 2.53  120 ± 14  330 ± 80 
CTP  5.10 ± 0.38  45.2 ± 9.18  35 ± 1  270 ± 43 
MANT‐ATP  0.58 ± 0.09  1.36 ± 0.57  4.3 ± 0.4  51 ± 1 
MANT‐GTP  2.49 ± 0.08  4.70 ± 0.32  5.9 ± 1.0  16 ± 2 
MANT‐ITP  4.06 ± 0.06  10.6 ± 3.29  0.6 ± 0.1  16 ± 4 
MANT‐UTP  3.67 ± 0.08  32.2 ± 0.82  2.6 ± 0.3  42 ± 9 






cAMP and cGMP have been  identified as second messengers and play an  important role  in 
various  biological  regulatory  mechanisms.  However,  this  field  has  ever  since  been 
determined by  scepticism, misunderstanding, and  sometimes even  ignorance until  certain 
facts were accepted by the research community, e.g. when discovering that the first second 






mass messenger  substances  transmitting extracellular  signals  to  intracellular  sites.  Second 
messengers are released by specific enzyme reactions during the signal transduction process 
and  act  as  effectors  regulating  activity  of  proteins  within  the  signaling  cascade.  Second 
messengers are diffusible signal molecules that may be hydrophobic and membrane‐located 
such  as  1,2‐diacyl  glycerol  or  hydrophilic  and  cytosolic  such  as  cAMP,  cGMP,  inositol 
phosphates and Ca2+.72 
  cAMP  produced  by  ACs  regulates  such  diverse  processes  as  gluconeogenesis, 
glycolysis,  lipogenesis, muscle  contraction,  learning process,  ion  transport, differentiation, 
growth control and apoptosis via several mechanisms that may be specifically localized and 
compartmentalized  in  order  to  achieve  specific  and  precise  activity.  Control  of  cAMP 
concentrations within  the  cell  not  only  occurs  via  synthesis  but  also  via  degradation  by 
phosphodiesterases (PDEs). Hitherto, three groups of proteins have been identified that are 




Epac  undergoes  conformational  change  upon  cAMP  binding  and  has  increased  exchange 
activity.  GEFs  are  involved  in  activation  of  protein  kinase  B‐Raf  and  mitogen  activated 
signaling (MAPK) pathways eventually leading to changes in transcription.72,73 
  PKA has two regulatory (R) and two catalytic (C) subunits, forming a mixed tetramer 
R2C2  in  the  inactive  state.  cAMP  binds  cooperatively  to  the  two  cAMP‐binding  sites  at 
subunit R and activates the complex. The R subunits dissociate from the C subunits, thereby, 









  cGMP  signaling  is mediated  by  soluble  and  particulate  guanylyl  cyclases  (sGC  and 
pGC).  sGC  is  a  hetordimeric,  soluble  protein  regulated  by  NO,  whereas  pGC  has 
transmembrane spans and integrated receptor functionality. pGCs are also called natriuretic 
peptide  receptors  (NPRs)  for  their  ligand was  discovered  to  be  atrial  nutriuretic  peptide 
(ANP) leading to vasodilation of blood vessels. Furthermore, pGCs and photosensitve cGMP‐
specific  PDEs  are  involved  in  phototransduction.  However,  there  are  still  orphan  pGCs 
reported where no stimulator  is known, yet. The produced cGMP activates cation channels 
at  intracellular  sites,  a  cAMP‐specific  PDE,  and  cGMP‐dependent  protein  kinase  (PKG) 
targeting e.g. Ca2+‐channels and myosin specific protein phosphatase.72,75 
  The  past  years  have  brought  the 
realization  that  many  newly  discovered 
pathways  that  regulate  cellular  processes  are 
themselves  regulated  by  cNMP‐dependent 
processes.  Beavo  and  Brunton  have  once 
commented on the history of cyclic nucleotide 
research:  “For  researchers  in  the  field  who 
thought  that  all  of  the  important  reasons  to 
study  cyclic nucleotides had  largely passed 10 









an  endogenous  nucleotide  in  normal  or  regenerating  rat  liver”  illustrates  of  how 
controversial the  issue  is.4  It was argued, that  in chromatography, the fractions thought to 
be cCMP had to be CMP or CDP and that antibodies applied were cross‐reactive and did not 
solely detect cCMP. Although Newton et al.  tried  to provide evidence  for  the presence of 
Fig. 1.11. Molecular structures of known second 
messenger  cAMP  and  cGMP  and  putative 



























































cCMP  in  tissue  homogenates  by  fast‐atom  bombardment  mass  spectrometry  (FAB‐MS), 
doubts remained.5 
  Newton and his research group announced the  identification of cCMP, cUMP, cIMP 
and  cTMP  in  tissue  extracts  by  FAB‐MS,  in  1993,  and  the  detection  of  cytidylyl  cyclase 
activity  and  acetylated  and  asparylated  cCMP  side‐products  in  rat  liver,  brain  and  heart 
homogenates,  supernatants,  precipitates,  and  washed  precipitates,  in  1997.77,78  What  is 
curious, however,  is  the  fact  that all  fractions of  the  tissue homogenates showed cytidylyl 





the  cell‐permeable  cCMP  analog N4,2´‐O‐dibutyryl  cCMP  (Bt2cCMP)  including  inhibition  of 
superoxide formation, increase of intracellular Ca2+ concentration and modulated eicosanoid 













Lanthanides  are  hard,  electropositive metals.  The  preference  for  binding  donor  atoms  is, 
therefore,  in  the  order  O > N > S.  Ligand  coordination  occurs  predominantly  via  ionic 
interactions, leading to a strong preference for donor groups with negatively charged oxygen 
(hard  bases). Water molecules  also  can  act  as  strong  ligands  for  lanthanides.  In  aqueous 






  The possession of an unfilled 4f electronic shell  imparts some unique properties  to 
these elements. The  lanthanides are easily oxidized and prefer the oxidation state +III. The 
electronic  shielding  of  the  f‐orbitals  is  quite  weak.  Therefore,  they  are  contracted  and 
insulated from the environment. The  interaction with  ligand orbitals  is very weak and the f 
→ f transitions result  in very sharp peaks with quite  long‐lived  luminescence  lifetimes. The 
luminescence  spectra  of  Eu3+  complexes, which  exhibit  a  4f6  electronic  configuration,  are 
dominated  by  emission  bands  corresponding  to  the  5D0  →  7FJ  transitions.  The  strongest 
intensities are observed  for 5D0 → 7F1 and 5D0 → 7F2 transitions  (see Fig. 1.12.). Particularly 
the latter one with its very strong and sharp emission line around 615 nm is the basis for the 
application of europium complexes as  luminescent probes and  labels. The same  is the case 
for  the  5D4  →  7F5  transition  of  Tb3+  compounds  (4f8  electronic  configuration)  centered  at 
543 nm. The hypersensitivity of this transition is due to its electric dipole character, and the 
radiative  transition  probability  is  very  sensitive  to  the  nature  of  the  ligand  environment. 
Thus,  the emission  intensity  responds  to  chemical  (or biochemical) analytes  that  interfere 
with these transitions. 
  The most  interesting  lanthanide  ions are Eu3+ and Tb3+ due  to  their emission  in  the 
visible range of light accompanied by long luminescence decay‐times and show in contrast to 
other  lanthanide  ions  strong  ion  luminescence.  Nevertheless,  there  are  also  probes 
developed containing Yb or Nd emitting in the near infrared.88,89 However, direct excitation 
of  a  lanthanide  ion  is  not  easily  achieved  because  of  low  absorption  coefficients  and 
nonradiative  deactivation  processes mediated  by  solvent molecules,  especially  by water. 
Therefore, a sensitizing chromophore is applied, which is often called the “antenna”.84,85,86,87 
  Sensitization of  lanthanide  luminescence occurs when energy  is  transferred  from a 
triplet excited state of a chelating (intramelcular transfer) or a non‐chelating (intermolecular 
transfer) organic compound. The excitation takes place between singlet states  (S0 → S1) of 




  The  hypersensitivity  of  certain  emission  bands  turns  lanthanide  ligand  complexes 
(LLCs)  into promising candidates as probes for analytes such as anions, pH, oxygen, nucleic 
acids,  DNA,  proteins,  cofactors  and  coenzymes.  The  number  of  probes  that  have  been 
reported  in  literature  is rather  large. Therefore, this chapter  is confined to complexes with 













  Generally,  lanthanide  complexes  can  be  divided  into  two  subgroups.  The  first 
comprises  antennae  that  satisfy  a  high  degree of  coordination  and  rigidity.  These  ligands 
bear macrocyclic or polydentate moieties that form chelate complexes with the  lanthanide 





































































































































  The  complexes  applied  in  this  work  belong  to  the  family  of  non‐chelating  ligand 







Fig.  1.13.  Antibiotics  of  the  tetracycline  and  fluoroquinolone  family  serving  as  antenna  chromophores  for 
lanthanide luminescence. Complexes with these substances are used for detection of nucleotides. 
 
  EuTc  in  a  3:1  stoichiometry  responds  to  phosphate  by  a  strong  fluorescence 
enhancement,97  whereas  its  luminescence  in  a  1:1  stoichiometry  is  quenched  by 
phosphate98 as well as by nucleoside 5´‐phosphates such as ATP, ADP, or GTP99. Both effects 
can  be  used  to  apply  EuTc  as  probe  for  the  determination  of  the  activities  of  alkaline 
phosphatase97 and creatine kinase.99 The Eu3+ oxytetracycline and doxycycline complexes are 
both sensitive to ATP in that their luminescence emission is increased.100,101 








members  of  the  fluoroquinolone  group  have  also  been  applied  to  sensitize  lanthanide 






  Tb3+  prulifloxacin  can  be  applied  for  the  determination  of  ATP  in  pharmaceutical 
samples.112  It  is  worthwhile  to  remind  that  all  these  complexes  can  act  as  reversible 
indicators for the specified analytes, as the luminescence response is based on the exchange 
of water ligands.  
  Fluorescence detection  is a versatile, fast,  inexpensive and straight‐forward method 
of  monitoring  enzyme  kinetics.  It  enables  real‐time  monitoring  and  high  throughput 








  Most methods  for  the determination of  cNMPs have been developed  in  the 1970s 
but  are  still  in  use  today.  These  techniques  may  be  grouped  into  assays  based  on 
radioactivity, immunochemistry, luminescence, high pressure liquid chromatography (HPLC) 
or  capillary electrophoresis  (CE), or applicable  in  living  cells. However, most assays  satisfy 
more than one criterion.  
  One prominent example for a radioactive 
cAMP  assay  is  applying  [‐32P]‐labeled  ATP 
which  is converted  into  [32P]cAMP. The  formed 
[32P]cAMP has to be separated  from  [‐32P]ATP 
in order to determine AC activity. The sensitivity 
of  this  assay  strongly  depends  on  low  blank 
values  and  the  amount  of  radioactivity  used. 
The  separation of  the  labeled  cyclic nucleotide 
from  the  substrate  ATP  is  achieved  by  column 
chromatography  (see  Fig.  1.14.).  Various 
chromatographic methods have been  reported, 
including  separations  on  neutral  alumina, 
Dowex  anion‐exchange  resins  combined  with 
ZnSO4  and  Ba(OH)2  precipitation,  and  hydrous 
Fig.  1.14.  The  principle  of  radioactive 
determination  of  AC  activity  by  separation  of 





zirconium oxide.  In some cases  [3H]cAMP was added as  recovery marker. This approach  is 
also suitable for the determination of [32P]cGMP formed in GC reactions.113,114,115,116 
  A further radioactive quantitation method has been  in use for the determination of 
GC  activity.  [14C]GTP  is  converted  into  [14C]cGMP  which  is  isolated  by  thin‐layer 
chromatography  (TLC). Part of  the  [14C]cGMP was  then  treated with PDEs and an alkaline 
phosphatase (ALP) in order to validate the identity of the spot on TLC plates.117 
  Furthermore,  [3H]adenine  is  used  to  detect  amounts  of  cAMP  generated  in  living 





in  the  supernatant  is  isolated by  chromatography  similar  to  that described  for  [‐32P]ATP 
(see  Fig. 1.15.).  [3H]cAMP  and  [14C]cAMP  are determined  simultaneously by a  scintillation 
counter.118,119
 






















































with  competition of  radioactively  labeled  cNMPs with  free  cNMPs  from  samples. Primary 
antibodies  are  obtained  by  conjugation  of  succinyl‐cAMP  to  human  serum  albumin  (HSA) 
and  its  injection  into  rabbits. After  several booster  injections  the  rabbits are bled out and 








redundant  and  provided  a  linear  range  of  50‐1,000 fmol.  The  specifity  of  the  antibodies 
strongly  depends  on  the  antisera  themselves.  The  cross‐reactivity  and  selectivity  towards 
cGMP  and  ATP  for  a  cAMP‐specific  antibody  may  vary  over  two  to  three  orders  of 
magnitude. RIA‐kits are also commercially available.120,121,122,123 
  Enzyme‐linked  immunosorbent assays  (ELISAs) are based on  the same principle but 
use  different  detection methods,  as  ELISAs work without  radioactivity.  The  generation  of 
























































different ways  to  conduct an ELISA. First,  cAMP may be  labeled with an enzyme enabling 
detection.  This  labeled  cAMP  competes with  succinylated  standard  or  sample  cAMP  for 
antibody  binding  sites.  Antibody‐bound  and  free  cAMP‐derivatives  are  separated  by 
secondary  antibodies  immobilized  to  a  solid  phase.  Second,  a  cAMP‐HSA  hapten may  be 
used  to  coat  a  surface.  Residual  binding  sites  are  blocked  and  sample  is  added.  Primary 
antibody is added and binds proportionately to immobilized and free cAMP. After washing a 
secondary  antibody  labeled  with  enzyme  is  added  (see  Fig.1.17.).  A  third  method 
immobilizes  primary  anti‐cAMP  antibodies  to  a  surface.  cAMP  is  added  and  binds  to  the 
immobilized IgGs. A further primary antibody binds to cAMP in relation to the amount in the 
sample and a second antibody labeled with an enzyme is added subsequently. This format is 
called  sandwich  ELISA.  Enzymes  used  for  ELISA  techniques  are  ‐D‐galactosidase  (‐gal) 
transferring  e.g.  the  non‐fluorescent  4‐methylumbelliferyl‐‐D‐galactoside  into  the 
fluorescent  4‐methyl‐umbelliferone,  ALP  turning  a  non‐colored  substrate  such  as  p‐
nitrophenylphosphate  into  the  yellow  p‐nitrophenole,  and  horseradish  peroxidase  (HPO) 





After washing  an  enzyme‐linked  secondary  antibody  is  added.  The  enzyme  accomplishes  a  chromogenic  or 
fluorigenic reaction. 
 
  Immunochemistry  has  also  been  directly  combined with  fluorescence  techniques. 
























antibody‐bound.  Furthermore,  the  antibody may be  labeled with  another  fluorescent dye 
which  allows  FRET  between  both  labels  when  antibody  and  FL‐cAMP  are  in  close 
proximity.128,129 
 
Fig  1.18. A Quantitation  of  cAMP  via  FRET  techniques. When  donor‐labeled  antibody  and  acceptor‐labeled 














other  nucleotides  and  the  subsequent  detection  via  UV‐absorption, MS,  or  fluorescence 
emission upon derivatization of  cNMPs. HPLC  separation of  cNMPs  is usually achieved on 
reversed phase columns. Mobile phase systems base on phosphate buffers at mildly acidic 


























10 pmol  for  cGMP  by  UV  detection,  10 fmol  after  fluorescence  derivatization  with  (3,4‐
dimethoxyphenyl)glyoxal  and  0.25 ng/mL  for  quantitation  with  electron  spray  ionisation 
tandem mass spectrometry (ESI‐MS/MS). Additionally, one method determining AC activity 
uses the fluorescent Bodipy‐ATP derivative which is separated by CE from generated Bodipy‐
cAMP.  The  smallest  concentration  of  produced  Bodipy‐cAMP  detectable  was 
125 nM.131,132,133,134,135 
  Protein binding assays exploit the high affinity of certain proteins for cAMP. One well‐
known example  is PKA.  cAMP  from  samples and  [3H]cAMP are added  to a preparation of 
PKA. After equilibration the solution  is harvested on cellulose  filters, washed several times 










is  the  enzyme  acceptor  (EA),  the  other  one  is  an  enzyme  donor  (ED)  bound  to  cAMP. 
Individually, both fragments are inactive but upon mixing they spontaneously reassemble to 
form an active tetrameric protein by complementation. An anti‐cAMP antibody  is added to 
the mixture of both enzyme  fragments  and  complexes  all  cAMP‐ED,  completely  inhibiting 
complementation.  cAMP  from  samples  competes with  cAMP‐ED  for  the  antibody  binding 
sites.  The  more  cAMP  is  present  in  the  sample  the  more  cAMP‐ED  is  free  for 
complementation. Read‐out results from chromogenic, fluorogenic or chemiluminescent ‐
gal substrates.129,138 
  Reporter  gene  assays  are  used when  apart  from  cAMP  concentrations  in  cells  the 
impact of changing cAMP concentrations on expression  levels of genes  is of  interest. These 



























presence via chromogenic or  fluorogenic  reactions or by being  fluorescent  themselves are 
introduced  into  the  genome  of  cells.  Such  enzymes  are  ‐lac,  green  fluorescent  protein 




of cAMP concentrations within  living cells. FRET of  fluorescently  labeled PKA subunits was 
thought to be an appropriate system. The R and C subunits were conjugated to fluorescein 




to  cyan  and  yellow  fluorescent  protein  (CFP  and  YFP)  were  transfected  into  cells.  After 
expression of PKA  the kinase  is  targeted  to  regions within  the  cell  via A‐kinase anchoring 
proteins  (AKAPs).  This  system  offers  at  least  spatial  distribution  of  cAMP  compartments. 
Another and quicker approach  is  the use of genetically altered cyclic nucleotide gated  ion 
channels  (CNG‐channels).  They  bind  cAMP with  even  higher  affinity  and  react  quicker  to 
changes in cAMP concentrations. The Ca2+ influx after activation of these CNG‐channels can 
be quantified by Ca‐sensitive dies  like  fura‐2, membrane‐potential  sensitive dyes or patch 
clamp experiments.139,140 
  All  of  the  methods  presented  in  this  chapter  exhibit  several  advantages  and 
drawbacks  alike. Radioactive  approaches  are  for  example  extremely  robust  and  sensitive. 
However, it implies the handling of radioactive material, including expensive waste disposal 
and  risks  to  the  health  of  the  lab  personnel  due  to  radiation.  Chromatographic  or 
electrophoretic steps – as well  in HPLC and CE as  in  radioactivity methods – are  laborious 
and  time‐consuming.  Hardly  any  approach  discribed  enables  real‐time monitoring  of  the 
cyclase  activity  due  to  the  required  isolation  of  generated  cNMPs.  In  comparison  to 
immunoassays, protein binding assays are  less expensive as  the production of monoclonal 
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Whooping  cough  is  caused  by  Bordetella  pertussis  and  considered  as  severe  “childhood 
disease”  with  high  morbidity  rates  and  a  high  number  of  complications  including 
hospitalization and death  in  infants. However, adults are also affected, although  it  is often 
not  recognized  by  the  attending  physician. Anthrax  is  caused  by Bacillus  anthracis  and  is 
specified by a very high mortality rate and extremely severe progress of disease. However, 
the morbidity rate for anthrax compared to pertussis is much lower due to a different way of 
disease  transmission  comprising  physical  contact  with  contaminated  animal  products  or 
infected hosts or the inhalation of spores embeded in the soil.  





the  action  of  toxins  further  compromising  the  already weakened  body  although  bacteria 
have been eradicated. 
  Therefore,  the  development  of  new  inhibitors  acting  selectively  against  AC  toxins 
would increase survival rates and moderate the course of disease. Hence, the development 
of an easy, fast and inexpensive assay for screening of AC inhibitors is presented in this work. 
  Furthermore,  the AC  toxins EF and CyaA are still not entirely characterized and  the 
biological mode of action  is still not  fully understood. The  interaction of EF and CyaA with 
GTP‐,  CTP‐,  UTP‐  and  ITP‐derivatives  showed  a  lower  base‐specificity  than  previously 
expected. Therefore, the substrate‐specificity of EF and CyaA was explored and described in 
this  thesis.  Additionally,  the  generation  of  these  “rare”  cyclic  nucleotides  in  vivo  by  cell‐
permeable holotoxins  is analyzed by a highly specific and extremely sensitive HPLC‐MS/MS 
method.  The  impact of  cNMP  formation  in murine macrophages on  gene expression was 
surveyed  by  microarray  and  RT‐PCR  techniques.  This  work  presents  as  yet  unknown 
nucleotidyl cyclase activity in vivo and evidence for the existence of further cyclic nucleotide 











is  no  fluorescent  AC  assay  known which  is  applicable  to  high  throughput  screening  and 
kinetic determinations which can directly monitor the turnover of the unmodified substrate 
ATP.  In this study, a  fluorescence‐based assay  is described using the Ca2+‐ and calmodulin‐




towards  inhibitors.  Furthermore,  the  new  assay  makes  the  application  of  radioactively 
labeled substrates such as [‐32P]ATP or fluorescently labeled antibodies like anti‐cyclic AMP 





ACs  represent  a  very  important  class  of  enzymes  in  mammalian  cells  regulated  by  G‐
proteins. ACs catalyze the conversion of ATP to cAMP and PPi, the  latter being formed as a 
by‐product. Until now, ten mammalian ACs have been  identified, nine of which (AC1‐9) are 
membrane‐bound.1,2,3,4  Furthermore,  invasive  micro‐organisms  like  Bacillus  anthracis  or 
Bordetella pertussis causing anthrax and whooping cough,  respectively, have exploited  the 
dependency  of  higher mammals  on  the  second messenger  cAMP  and  produce AC  toxins. 
Bacterial AC  toxins are activated by CaM  in  the eucaryotic host cell and  show a very high 
catalytic activity.5,6,7,8 
  The  activation  of  membrane‐bound  ACs  in  mammalian  cells  is  mediated  by  G‐
proteins, which in turn are regulated by G‐protein coupled receptors. Binding of hormones, 








  Therefore,  interference with  the G‐protein  signaling  cascade by bacterial AC  toxins 
leads  to  severe  and  fatal  infections.  Hence,  AC  inhibitors  for  bacterial  toxins  constitute 





  Several  cAMP  detection  methods  in  high  throughput  screening  are  commercially 
available. Among  these are ALPHAScreen®, FP, HTRF®, HitHunter® EFC and DELFIA® kits.11 
The principle of detection  is comparable: after stimulation and  lysis of cells,  labeled cAMP 
competes  with  cellularly  synthesized  cAMP  for  limited  cAMP  antibody  binding  sites. 
Furthermore, radiometric assays such as scintillation proximity assays by GE Healthcare and 
Flashplate  technology  by  Perkin  Elmer  enable  the  direct  detection  of  125I‐labeled  cAMP. 
Reporter  gene  assays  exploit  changes  in  the  expression  level  of  a  particular  gene  via 
receptor‐mediated changes in cAMP levels. The transcription of these genes is regulated by 
the  transcription  factor  cAMP  response‐element  binding  protein.  Several  reporter  genes 




each  labeled with  a  different  fluorescent  dye  capable  of  fluorescence  resonance  energy 
transfer, e.g. fluorescein and rhodamine. The C subunits dissociate when cAMP binds to the 
R subunits, thereby eliminating energy transfer.13 
  Recently,  a  fluorescent  AC  assay  was  developed  which  is  also  adaptable  to  high 
throughput  screening.  The  approach  takes  advantage  of  a  conjugate  of  GTP  with  the 
commercially  available  fluorophore  Bodipy.  The  fluorescence  of  this  self‐quenched 
fluorogenic  substrate  is enhanced dramatically after  cleavage by ACs. However,  this assay 
suffers  from  the  need  of  a mutant  AC with  decreased  purine  selectivity  or  of  the  non‐
physiological ion Mn2+ instead of Mg2+ when using a wild‐type AC.14 In a previous approach a 
Bodipy‐ATP derivative was used. In this case, the fluorescence detection has to be combined 







example,  the Eu3+‐tetracycline  (1:1) complex has been utilized  to determine  the activity of 




  The  application  of  terbium  norfloxacin  (TbNflx)  for  probing  ATP  and  the  influence 
thereof  on  the  spectrum  of  the  complex  have  been  described  previously.19  The  ratio  of 
Tb:norfloxacin  was  reported  to  be  4.5:1.  Lanthanide  ions  emit  a  weak  fluorescence  in 
aqueous  solution.  The  luminescence  quantum  yield  increases  upon  interaction  with  an 
organic  ligand.  Upon  excitation  of  the  ligand  norfloxacin  a  non‐radiative  energy  transfer 
between the triplet level of the ligand and the resonance state of the ion occurs followed by 






in  bioluminescent  ATP  assays  or  fluorescently  labeled  antibodies  such  as  anti‐cAMP  are 
necessary.  This  assay  is  inexpensive,  straightforward,  and  fast  and  shows  versatile 
applicability  including high  throughput  screening  for numerous  regulators  simultaneously. 
This novel approach based on a probe  for ATP conversion enables real‐time monitoring of 
























Fluorescence  intensities  (time‐resolved) were  acquired by using  a BMG  FLUOstar OPTIMA 
microplate reader (Jena, Germany). Excitation/emission filters were set to 337 and 545 nm, 
respectively. All dilution  series  and  calibration plots were obtained  in 96‐microwell plates 






All  chemicals  were  obtained  in  analytical  purity.  Calcium  dichloride  (water‐free)  was 
obtained  from Carl‐Roth GmbH  (Karlsruhe, Germany). Magnesium dichloride hexahydrate, 
tetrasodium pyrophosphate decahydrate (PPi) and tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) 
were purchased  from Merck KgaA  (Darmstadt, Germany). Bovine  serum  albumin  (BSA)  (≥ 
96%, essentially fatty acid free), terbium(III) trichloride hexahydrate, norfloxacin, adenosine‐
5´‐triphosphate  disodium  salt  (grade  II,  minimum  99%)  and  adenosine‐3´,5´‐cyclic 






of  Tb:norfloxacin was  4.5:1  as  reported  in  literature.19  0.22 mM  norfloxacin  solution was 
prepared  by  dissolving  norfloxacin  in  a  small  amount  of  0.1 mM  hydrochloric  acid  and 
dilution with TRIS‐buffered  solution  to  the appropriate volume. Equal amounts of a 1 mM 
Tb3+ solution and a 0.22 mM norfloxacin solution were combined. The amount of TbNflx  in 





















  The CaM concentrations were varied  from 1 nM to 200 nM  in assays where EF was 
activated by  its  cofactor CaM with  [EF] of  50 nM.  The ATP  and  Tb3+  concentrations were 
500 µM and 60 µM, respectively. The EF concentration was changed  from 5 nM to 100 nM 
with  a  constant CaM  concentration of 200 nM  for measurements of enzyme  activity.  The 
ATP and Tb3+ concentrations were 100 µM and 10 µM, respectively. 
















The  response of TbNflx  to  the analytes of  the AC  reaction  (ATP, cAMP, PPi) was examined 
resulting  in  a  five‐fold  increase  upon  addition  of ATP  (1:1 ATP:Tb3+),  a  five‐fold  decrease 






  The  luminescence  lifetimes  of  the  TbNflx  complex  hint  to  the  mechanism  of 
interaction between the analytes and TbNflx. TbNflx alone displays a luminescence lifetime  
of  approximately  180 µs.    is  only  negligibly  altered  by  cAMP, whereas  it  is  increased  in 
presence of ATP and PPi to 663 µs and 723 µs, respectively.  In case of ATP which  increases 
the  fluorescence  intensity  five‐times  an  increase  in    is  expected.  In  case  of  PPi,  which 
quenches  the  fluorescence  one would  anticipate  the  lifetime  to  decrease with  increasing 
amounts of PPi. In fact, a ternary complex of Tb3+, norfloxacin and PPi is formed. PPi impairs 
the energy transfer  from the  ligand norfloxacin to the Tb3+  ion. The  fluorescence quantum 
efficiency is decreased and the luminescence is quenched despite a rising in lifetime. 
  Calibration plots were  recorded  for different mole  fractions of ATP,  cAMP  and PPi 
upon TbNflx mimicking  the conversion of ATP by ACs. The  samples contained all essential 
additives  for  the  AC  assay.  The  overall  TbNflx  fluorescence  decrease  in  AC  reaction  is 
dependent on the ratio of ATP:PPi and does not respond to the total amount of ATP  in the 
sample. On account of  this,  the normalized  fluorescence  intensity was plotted against  the 
mole  fraction  (ATP) = [ATP]/([ATP]+[PPi])  representing  the  fraction  of  the  initial  ATP 











concentrations  of  ATP  (),  cAMP  (),  and  PPi  ().  B  Effect  of  varying  mole  fractions  (ATP)  with 











scale  smaller  than  two  seconds.  Therefore,  no  preincubation  time  is  necessary  for  the 
application of TbNflx. 






containing  all  ingredients  as  described  in  the  experimental  section  no  significant 
fluorescence change could be detected. 
  Moreover, the TbNflx assay was found to be insensitive to DMSO in concentrations of 
up  to  5 vol%. Neither  the  fluorescence of  the  complex nor  the  activity of  the  enzyme  EF 








After addition of EF  to a  substrate solution containing  the cofactor CaM,  the  fluorescence 




with  increasing  concentrations  of  EF.  All 
assays  contained  200 nM  CaM  as 
activator. The  initial ratio of ATP and Tb3+ 
present  in  solution  were  critical  for  the 
sensitivity  of  enzyme  activity 
determination.  With  500 µM  ATP  and 
60 µM  Tb3+  a  higher  concentration  of  EF 
(approx.  50  to  100 nM  EF,  (data  not 
shown))  was  necessary  to  obtain  a 
reasonable  kinetic measurement  as with 
100 µM  ATP  and  10 µM  Tb3+  (see  Fig. 
3.2.). 
  CaM acts as activator for EF and is a cofactor of EF. In an enzyme activation assay the 
EF  concentration was kept  constant and  the CaM  concentration was varied  from 1 nM  to 
200 nM, where enzyme activity reached saturation (see Fig. 3.3.). The state of activation of 
EF was dependent on  the concentration of  the cofactor CaM. The CaM concentration was 
essential  for  the ATP  turnover as  shown by a 
control measurement lacking CaM. 
  Both  plots  (Figs.  3.2.,  3.3.)  show  the 
normalized  fluorescence  intensity  I/I0.  I0 
represents  the  fluorescence  intensity 
immediately  after  addition  of  the  enzyme  at 
t = 0 when  the measurement was  started.  A 
reference  time  trace  of  a  blank  sample  was 
superfluous  when  the  temperature  is 
thoroughly  controlled  and  kept  constant  at 





(5 (),  10 (),  25 (),  50 ()  and  100 ())and  a 





1 (),  5 (),  10 (), 25 (),  50 (),  100 () 
and  200 (),  respectively,  including  one 
negative  control  lacking  CaM (). 






PMEApp  (9‐[2‐(phosphonomethoxy)ethyl]adenine  diphosphate), MANT‐nucleotides  (2´(3´)‐
O‐(N‐methylanthraniloyl)‐substituted nucleotide triphosphate analogues) and calmidazolium 
are known inhibitors of bacterial AC activity. PMEApp which is sold as Adefovir26 and MANT‐
CTP23  as  example  for MANT‐nucleotides  are  competitive  inhibitors  of  bacterial AC  toxins, 









activity,  including  the bacterial  toxins  EF of B. anthracis  and  the  soluble AC of Bordetella 
pertussis  (CyaA).  EF  and  CyaA  share  sequence  homologies  and  are  both  Ca2+‐  and  CaM‐
dependent ACs.24 MANT‐CTP inhibited CyaA with a Ki of 36 µM.23 
  The influence of the inhibitors on TbNflx was examined before screening assays were 
carried out. MANT‐CTP  is a  fluorescent nucleotide  that  is excited at 337 nm and shows an 
emission  between  400‐500 nm.  However,  despite  these  properties,  MANT‐CTP  did  not 




calibration  plot  shown  in  Fig.  3.1.B  was  used  to  determine  the  initial  speed  V0  of  EF 























Fig. 3.5. A  Selected  kinetics  recorded with different  concentrations of MANT‐CTP  (500 (), 50 (), 20 (), 
0.5 ()  µM  and  no  MANT‐CTP  added ())  containing  [EF] = 5 nM,  [CaM] = 50 nM,  [ATP] = 100 µM  and 
[Tb3+] = 10 µM. B V0 of  the kinetic  responses plotted  logarithmically against  the  inhibitor  concentration.  IC50 
was determined to be 19 µM. The curves were fitted sigmoidally. 
 




the  inhibitor concentration  (Figs. 3.4.B, 3.5.B). The  IC50 values determined at half‐maximal 
activity  from  our  assay  were  498 ± 55 nM  and  19 ± 2 µM  for  PMEApp  and  MANT‐CTP, 
respectively. The Ki value reported for PMEApp with 17 pM EF and 1 µM CaM at 30 °C was 
27 nM26 and differs by a factor of ~18 to the results found by the TbNflx assay. The IC50 value 
found  for MANT‐CTP  inhibition  of  EF  is  19 µM  and  in  the  same  order  of magnitude  as 
described  for CyaA toxin. The Ki value of MANT‐CTP  for CyaA was reported to be 36 µM.23 
Possible  explanations  for  differences  in  IC50‐  and  Ki‐values  found  in  the  TbNflx  assay  and 
reported in literature are discussed below. 















Fig.  3.6. A  Selected  kinetics  recorded with  different  concentrations  of  calmidazolium  (20 µM (),  200 (), 
160 (), 120 () nM and no calmidazolium added ()) containing [EF] = 5 nM, [CaM] = 50 nM, [ATP] = 100 µM 




Using  the  TbNflx  assay,  the  Michaelis‐
Menten‐constant  KM  and  the  maximal 
initial  velocity V0max were  determined  by 
addition  of  different  ATP  concentrations 
ranging from 10 µM to 750 µM (Fig. 3.7.). 
V0  increases  with  increasing  ATP 
concentration  until  it  reaches  saturation. 
This  saturation  value  corresponds  to 
V0
max.  KM  is  read  off  at  half‐maximal 
activity. V0max and KM were determined to 
be  71 ± 3 s‐1  and  231 ± 18 µmol L‐1, 
respectively.  The  KM‐values  for  Mg2+‐
nucleotide  turnover  are  reported  to  be 




Fig.  3.7. Determination  of  V0max  and  KM  from  kinetics 
with different initial concentrations of ATP ranging from 








The  values  for  IC50  and  V0max  differed  in  part  from  the  values  reported  in  literature. 
Radioassays were conducted under the experimental conditions which were chosen for the 
fluorescence assay in order to validate the values determined therein. The [‐32P]ATP‐assays 




IC50‐values of 25 ± 7 µM with  and 22 ± 1 µM without  TbNflx  in  solution.  The KM  and V0max 
were determined without TbNflx to be 252 ± 24 µM and 111 ± 5 s‐1, respectively. Thus, the 







presented as  the  residual ATP concentration or  the concentration of produced cAMP over 
time.   
  For calculation of  the  residual ATP and produced cAMP concentration equation  (b) 
from  the  calibration plot  is used and  solved  for . The  residual ATP  concentration  results 
from multiplication of  with the starting concentration c0 as demonstrated in equation (d). 








































  As  an  example  the  inhibition  of  EF  by  calmidazolium  (Fig.  3.6.A)  is  transferred  by 





over  time.  During  the  cleavage  of  ATP,  cAMP  is  produced  in  equal  amounts.  This  is 
demonstrated by Figure 3.8.B.  
 
Fig.  3.8. A  Selected  kinetics  recorded with  different  concentrations  of  calmidazolium  (20 µM (),  200 (), 
160 (), 120 () nM and no calmidazolium added ()) containing [EF] = 5 nM, [CaM] = 50 nM, [ATP] = 100 µM 






factor  provides  a  dimensionless  and  simple  statistical  characteristic  for  evaluation  and 
comparison of the quality of high throughput screening assays. The Z‐factor was calculated 














No  separation  band,  sample 
and  control  signal  variation 
bands overlap 











[‐32P]ATP assays are widely used  for  the determination of AC activity and exhibit  several 
advantages and drawbacks, alike. The radioassay displays an extremely high sensitivity with 
very  low blank values.22,23,24  It  turned out  to be  reliable and  robust.  It shows  few artifacts 
and  can  be  standardized. On  the  other  hand  the  disadvantages  of  radioassays  are  quite 
obvious as it implies the handling of radioactive material including expensive waste disposal 
and  risks  to  the health of  the  lab personnel due  to  radiation. A  [‐32P]ATP assay  takes at 
least six hours from starting a kinetic measurement to the readout of the radioactivity by a 
‐counter  including  several  steps  like  centrifugation,  chromatography  and  washing. 
Furthermore,  no  high  temporal  resolution  can  be  achieved  as  the  radioassay  is  only  an 
endpoint measurement. This assay cannot be used in high throughput screening. 
  An  AC  assay  combining  fluorescence  techniques  and  capillary  electrophoresis was 
reported by Cunliffe et al.15  in 2006. This assay utilizes the Bodipy‐FL‐ATP analogue  labeled 
at  the  2´‐  or  3´‐O‐ribosyl  position  with  a  fluorescent  Bodipy  moiety.  Cunliffe  et  al. 
demonstrated  that Bodipy‐FL‐ATP can be used as substrate  for AC. The enzymatic product 
Bodipy  2´‐cAMP  has  the  same  fluorescence  properties  as  the  substrate  Bodipy‐FL‐ATP. 
Therefore,  product  and  substrate  have  to  be  separated  by  capillary  electrophoresis.  As 
suggested, this assay may be applicable to high throughput screening for AC regulators due 
to  the  development  of  capillary  array  electrophoresis.  However,  an  assay  with  direct 
fluorescence  readout  of  enzyme  activity  is  advantageous  because  it  is  less  laborious  and 
time‐consuming. 
  The AC assay reported by Vadakkadathmeethal et al.14 was developed by  the same 
group  based  on  the  electrophoretic  assay15  and  employs  the  fluorescent  GTP‐derivative 
Bodipy‐FL‐GTPS.  Instead  of  radioisotopes  this  assay  uses  fluorescent  dyes with  different 
luminescence  properties  for  product  and  substrate.  It  can  be  used  in  high  throughput 
screening and the fluorophore can be excited in the visible wavelength range, which helps to 
reduce  background  fluorescence.  Disadvantages  of  this  assay  are  the  need  for  either  a 
mutant AC with decreased purine selectivity or the use of the non‐physiologically Mn2+ ion in 
case of a wild‐type AC. Mn2+  tends  to alter  the nucleotide  specificity and  to  increase  the 
potency of guanine nucleotide based inhibitors of AC activity.24 This assay also suffers from 









this  method  is  that  the  excitation  of  the  fluorescent  complex  in  the  near  UV  evokes 
background  fluorescence.  An  influence  of  the  TbNflx  on  the  potency  of  regulators  of  AC 
activity cannot be excluded in any case. Nevertheless, it seems to be negligible as the results 
from radioassays conducted in presence of TbNflx affirm the results of the TbNflx assay. We 
found  IC50 values differing from the results reported earlier  in  literature. The divergence  in 
Vo
max‐  and  IC50‐values between  the  [‐32P]ATP    in  literature  and  the  TbNflx  assay may be 
explained by a temperature difference of 5 °C between the TbNflx‐assay and the radioassay. 
Furthermore, the turnover rate may be reduced because  in the TbNflx assay the analytical 
instead  of  the  calculated  free  Ca2+  concentration  is  used.  In  the  [‐32P]ATP  assay  the 
concentration of  free Ca2+  ions  is usually  kept  constant by using a  chelator. We  refrained 
from the addition of a chelator to exclude artifacts and interferences on the TbNflx complex. 
Compared  to  the  [‐32P]ATP assay we used a higher EF  concentration of 5 nM  instead of 
approximately  10 pM  and  a  smaller  CaM  concentration  of  50 nM  instead  of  1 µM.23,26  In 
addition,  the  assay  conditions  of  the  fluorescent  assay  do  not  lead  to  a  steady  state  as 
employed in Michaelis‐Menten kinetics, as we reduced the ATP concentration to 100 µM to 
increase  sensitivity. We performed  [‐32P]ATP assays under equal  conditions as  in  case of 





and  PPi  concentrations  caused  by  the  AC  reaction.  Thus,  enzyme  activity  is  transcribed 
directly  into  a  decreasing  fluorescence  signal.  This  approach  provides  a  sensitive  tool  for 
observing the turnover of ATP and therefore features real‐time enzyme kinetics. The TbNflx 
assay works with the pysiologically relevant  ion Mg2+  instead of Mn2+ and does not require 
any mutant  ACs. We  suppose  that  the  TbNflx  assay  can  be  applied  in  high  throughput 
screening  in  order  to  identify  potential  enzyme  inhibitors.  The  exact  values  of  inhibition 
constants of  identified  inhibitors  can be determined additionally by  the  classic  [‐32P]ATP 
assay. 
  It can be assumed that this assay will work in the case of other purified bacterial AC 







are  not  applicable  because  of  unspecific  interactions  of  the GST  domain with  the  TbNflx 
complex (data not shown).  
  In addition to time‐resolved detection of  fluorescence  intensity as presented  in this 
work, the analytes ATP and PPi also induce a change in fluorescence lifetime of TbNflx. The 
fluorescence lifetime is an intrinsic referenced parameter at defined analyte concentrations 
and  independent  on  fluctuations  of  the  intensity  of  the  excitation  light  source  and  on 
variations  of  probe  concentrations.  Therefore,  the  lifetime  changes  can  alternatively  be 
exploited to record enzyme kinetics.31 
  In conclusion, the TbNflx assay is inexpensive, straightforward, and fast and does not 
require any work‐up or  separation  steps. A TbNflx based EF assay  takes 30  to 60 minutes 
depending  on  the  enzyme  concentration  and  can  be  conducted  in  microwell  plates. 
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such  as  hormones  and  neurotransmitters  by  the  control  of  numerous  functions  from  ion 
channel  opening  to  regulation  of  gene  expression.  The  exotoxins  CyaA  from  Bordetella 
pertussis and edema  factor  (EF)  from Bacillus anthracis compromise host  immune defense 
by massive cAMP production, thereby facilitating survival of the bacteria. The interaction of 
the catalytically active domains of CyaA and EF with MANT‐nucleotides revealed lower base‐
specificity  than  previously  expected.  The  natural  occurence  of  a  third  cyclic  nucleotide, 
cCMP,  was  discussed  controversially.  However,  both  CyaA  and  EF  turn  over  other 
nucleotides  than ATP and show  low cytidylyl cyclase activity both  in vitro and  in vivo. The 
accumulation of cCMP  in  intact J774 murine macrophages and human  leukemia HL‐60 cells 
when  treated  with  CyaA  holoenzyme  was  demonstrated  by  specific  and  sensitive  mass 
spectrometric methods. The data presented  in this work also show that endogenous cCMP 
occurs in mammalian cells and that mammalian membranous and soluble ACs catalyze cCMP 





The  roles  of  cAMP  and  cGMP  as  intracellular  second messengers  are well  established.  In 
mammals, cAMP is synthesized from ATP by nine membrane‐bound (mACs) and one soluble 
(sAC) AC  isoform. Stimulatory or  inhibitory  regulation of mACs  is mediated by G‐proteins, 
CaM, protein kinases A and C, and Ca2+, depending on the specific AC isoform.1,2 G‐proteins 
are  membrane‐associated  heterotrimeric  proteins  composed  of  an  ‐subunit  and  a  ‐
subunit and are,  in  turn,  regulated by G‐protein‐coupled  receptors  (GPCRs)  via hormones 
and neurotransmitters.3,4 cGMP  is produced  from GTP by a nitric oxide‐stimulated  soluble 
(sGC) and membrane‐bound or particulate guanylyl cyclases (pGC).5,6 
  cAMP and cGMP regulate numerous cellular functions by binding to specific protein 







  Apart  from  cAMP  and  cGMP,  the  existence  of  a  third  cyclic  nucleotide,  cCMP,  in 
mammalian  cells  has  been  controversially  discussed  since  the  1970s.  A  specific  cCMP‐
forming cytidylyl cyclase (CC)10,11 was postulated, a cCMP‐degrading PDE12,13 proposed, and 
cCMP  supposedly  identified  in  various  organs14,15,16  in  the  1980s,  but  their  existence was 
never definitely proven. More recently, several putative target proteins for cCMP‐dependent 
phosphorylation  have  been  identified  in  brain  homogenates.17,18  Furthermore,  the 




field  has  been  massively  plagued  by  methodological  problems,  controversial  and 
unconfirmed  results  and  lack  of  biochemical  tools.20,21  As  a  matter  of  fact,  the  cyclic 
nucleotide  research  community  has  been  extremely  reluctant  at  investing  resources  and 
time into the cCMP field. 
  Bordetella pertussis and Bacillus anthracis, the causative agents of whooping cough 
and  anthrax  infection,  respectively,  produce  and  release  the  AC  exotoxins  CyaA  and  EF, 
respectively.22,23 Both  toxins are  functionally closely  related, although  sequence alignment 
only shows structure similarity of 23% predominantely in the catalytic core of the proteins.24 
Both  AC  toxins  are  activated  upon  entry  into  host  cells  by  the  regulatory  host‐specific 
protein CaM. 




















Altogether,  the  endogenous  occurrence  of  cCMP  and  cUMP  in  living  cells  and  the 





Solvents  used  for  extraction  and  in HPLC  analysis were water, methanol  and  acetonitrile 
(HPLC‐gradient  grade,  J.  T.  Baker,  Deventer,  The  Netherlands).  Ammonium  acetate  and 
bovine  serum  albumin  (BSA)  were  purchased  from  Sigma‐Aldrich  Chemie  (Steinheim, 
Germany),  sodium  hydroxide  and  tris(hydroxymethyl)‐aminomethane  (TRIS),  magnesium 
chloride  hexahydrate,  and  calcium  chloride  dihydrate  were  obtained  from  Merck 
(Darmstadt,  Germany)  and  acetic  acid  was  from  Riedel‐de  Haen  (Hannover‐Seelze, 
Germany). Protective antigen (PA) was from Quadratech (Surrey, UK). 
  Inosine 5´‐triphosphate trisodium salt (98%) (ITP), uridine 5´‐triphosphate sodium salt 
(97%)  (UTP),  adenosine  5´‐triphosphate  disodium  salt  (99%)  (ATP),  and  guanosine  5´‐
triphosphate  sodium  salt  hydrate  (> 95%)  (GTP)  and  3‐isobutyl‐1‐methylxanthine  (99%) 




(> 99%)  (cAMP),  cytidine‐3´,5´‐cyclic  monophosphate  sodium  salt  (> 98%)  (cCMP), 
guanosine‐3´,5´‐cyclic  monophosphate  sodium  salt  (> 98%)  (cGMP),  inosine‐3´,5´‐cyclic 
monophosphate  sodium  salt  (> 98%)  (cIMP),  cyclic  thymidine‐3´,5´‐cyclic monophosphate 
sodium salt (> 98%) (cTMP), uridine‐3´,5´‐cyclic monophosphate sodium salt (> 98%) (cUMP), 
and xanthosine‐3´,5´‐cyclic monophosphate sodium salt  (> 98%)  (cXMP) and  the analogues 










the methods  described  by  Shen  et  al.29.  CaM  was  purified  from  calf  brain  according  to 
Gopalakrishna et al.30. The activity of the extracted enzymes was tested by assays with  [‐
32P]ATP.31  [‐32P]ATP  (3,000 Ci/mmol)  was  purchased  from  Perkin  Elmer  Life  Sciences 




















temperature  for  the  assay was  set  to  37 °C  and  reaction  times were  varied  according  to 
nucleotide used  (MgGTP: 30 min; MgTTP: 60 min; MgCTP, MgUTP: 10 min; MgATP: 5 min; 
MgXTP, MgITP: 90 min). The total volume was 50 µL per tube. The reaction was stopped by 
heat‐inactivation  at  95 °C  for  5 min.  The  precipitated  proteins  were  removed  by 
centrifugation.  Fourty µL  of  the  supernatant  fluid  was  combined  with  40 µL  of  internal 
standard (IS) solution. As internal standard cXMP was used at a concentration of 200 ng/mL 






  Cyclase  assays  with  Sf9‐membrane  preparations  were  conducted  with  a  protein 
amount of 40 µg protein per tube, 5 mM Mg2+, 1 mM EDTA, 37.5 mM TRIS∙HCl pH 7.5, 10 µM 
GTPS,  100 µM  forskolin  in  a  total  volume  of  50 µL.  Cyclase  assays  with  hsAC  were 
conducted using 1 µg hsAC per tube in 50 mM TRIS∙HCl pH 7.4, 5 mM Mg2+, and 0.1 wt% BSA 
in a total volume of 50 µL. hsAC was activated by 10 mM Ca2+. MgATP, MgCTP, MgGTP, and 
MgUTP were  used  at  a  concentration  of  100 µM.  The  temperature was  set  to  37 °C  and 





HL‐60  cells were grown  in  suspension  in RPMI 1640 medium  (PAA  Laboratories, Pasching, 
Austria)  with  10% (v/v)  heat‐inactivated  and  steril‐filtered  horse  serum  (Sigma‐Aldrich 
Chemie),  1% (v/v)  L‐glutamine with  penicillin/streptomycin  (100x)  (PAA  Laboratories)  and 
1% (v/v) MEM‐NEAA (100x) (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) at 7% (v/v) CO2 and 37 °C in 
a humidified atmosphere. Cells were kept at a density of 0.25‐1.0 x 106 cells/mL. 
  J774  murine  macrophages  were  grown  adherently  in  RPMI  1640  medium  (PAA 
Laboratories)  with  10% (v/v)  heat‐inactivated  and  steril‐filtered  fetal  bovine  serum  (PAN 
Biotech),  1% (v/v)  L‐glutamine with  penicillin/streptomycin  (100x)  (PAA  Laboratories)  and 
1% (v/v)  Sodium pyruvate  (100x)  (PAN Biotech) at 5% (v/v) CO2 and 37 °C  in a humidified 




at a  concentration of 7.5 x 105 cells/well  in 1.5 mL medium. Prior  to holo‐CyaA  treatment, 
















4.000 x g.  The  medium  was  removed  and  discarded.  The  extraction  mixture  was 
acetonitrile/methanol/water  (40/40/20, v/v/v). Threehundred µL of extraction mixture was 
added  to  the  cell  pellet  and  cells were  resuspended  to  quench metabolism  and  initiate 
extraction  process  followed  by  a  15 min  incubation  step  at  4 °C.  The  cell  suspension was 
then heated to 95 °C for 15 min. After cooling, the suspension was centrifuged at maximum 


















PBS  removed  thoroughly.  The  cell pellet was  frozen  at  ‐80 °C until RNA was extracted by 
NucleoSpin RNA  II kit  from Macherey‐Nagel  (Düren, Germany). The extraction was carried 










(Agilent  Technologies)  according  to  the  manufacturer’s  recommendations.  cRNA 
fragmentation,  hybridization  and  washing  steps  were  also  carried‐out  exactly  as 
recommended by One‐Color Microarray‐Based Gene Expression Analysis Protocol V5.7 (see 
http://www.chem.agilent.com/en‐US/Search/Library/_layouts/Agilent/PublicationSummary. 
aspx?whid=55389&liid=3855  for  details).  Slides were  scanned  on  the Agilent Micro Array 
Scanner G2565BA  at  two  different  PMT  settings  (100%  and  5%)  to  increase  the  dynamic 
range  of  the  measurements  (extended  dynamic  range  mode).  Data  extraction  was 
performed with the Feature Extraction Software V9.5.3.1 by using the recommended default 
extraction protocol file: GE2‐v5_95_Feb07.xml.  
  Processed  intensity  values  of  the  green  channel  (gProcessedSignal  or  gPS)  were 
globally  normalized  by  a  linear  scaling  approach:  All  gPS  values  of  one  sample  were 
multiplied by an array‐specific scaling factor. This scaling factor was calculated by dividing a 
reference 75th percentile value (set as 1500 for the whole series) by the 75th percentile value 










cDNA  was  obtained  by  mixing  1 µg  RNA,  Oligo(dT)18  primer,  random  hexamer  primer, 
RiboLock  RNase  inhibitor,  10 mM  dNTP  Mix,  water,  and  RevertAid  M‐MuLV  Reverse 
Transcriptase  from  Fermentas  (St.  Leon‐Rot,  Germany)  according  to  the  manufacturer´s 
instructions. The mixture was incubated 10 min at 25 °C and afterwards heated to 37 °C for 1 
hour.  
  Primer pairs were purchased  from  Eurofins MWG  Synthesis  (Ebersberg, Germany). 








Polymerase, Sybr Green  I dye, deoxynucleotides and a passive  internal standard  reference 
based on proprietary Rox™ dye, 7 µL water, 2 µL cDNA and 1 µL (= 10 pmol) primer‐mixture 
in MicroAmp  96‐well  reaction  plates  covered  by MicroAMP  Optical  Adhesive  Film  from 
Applied  Biosystems.  A  non‐template  control  was  conducted  as  negative  control.  A 
temperature profile of 95 °C  for 20 s  for activation of polymerase  followed by 40 cycles of 
denaturation at 95 °C for 3 s and annealing and extension at 60 °C for 30 s was applied. The 
experiment  was  performed  in  a  Step  One  Plus  Real‐Time  PCR  System  from  Applied 
Biosystems.  
  Threshold CT values  for each  individual PCR products were calculated by use of  the 
instrument´s software, and CT values obtained were normalized by subtracting the CT values 
obtained for ‐actin. The resulting CT values were then used to calculate relative changes of 
mRNA  expression  as  ratio  R  of  mRNA  expression  of  stimulated  to  unstimulated  cells 
according to the following equation: 
    edunstimulatCstimulatedC TTR  2  







was  performed  on  a  LC‐10ADVP HPLC system  (Shimadzu,  Kyoto,  Japan)  equipped  with  a 
binary  pump  system.  A  combination  of  Supelco Column Saver  (2.0 µm  filter,  Supelco 
Analytical,  Bellafonte,  CA, USA),  Security Guard Cartridge  (C18,  4 x 2 mm)  in  an  Analytical 
Guard  Holder  KJO‐4282  (Phenomenex,  Aschaffenburg,  Germany)  and  an  analytical 
NUCLEODUR C18 Pyramid  RP  column  (50 x 3 mm,  3 µm  particle  size,  Macherey‐Nagel) 
temperature controlled by a convenient HPLC column oven at 25 °C was used.  
  Eluent A consisted of 5 mM ammonium acetate and 0.1% (v/v) acetic acid  in water 
and  eluent  B  was  methanol.  The  injection  volume  was  50 µL  and  the  flow  rate  was 
0.4 mL/min  throughout  the  chromatographic  run.  Eluent  A  (100%)  was  used  from 







  The  analyte  detection  was  performed  on  an  API 2000  triple  quadrupole  mass 
spectrometer  (Applied  Biosystems)  using  selected  reaction  monitoring  (SRM)  analysis  in 
positive  ionization mode. The  following SRM  transitions using a dwell  time of 40 ms were 






performed  on  a  Series 200 HPLC system  (Perkin  Elmer  Instruments,  Norwalk,  CT,  USA) 
equipped  with  a  binary  pump  system  and  a  250  µL  syringe.  A  combination  of 
Supelco Column Saver  (2.0  µm  filter,  Supelco  Analytical,  Bellafonte,  CA,  USA), 
Security Guard Cartridge  (C18,  4  x  2  mm)  in  an  Analytical  Guard  Holder  KJO‐4282 




and  eluent  B  was  methanol.  The  injection  volume  was  50 µL  and  the  flow  rate  was 
0.4 mL/min throughout the chromatographic run. Eluent A (100%) was used from 0 to 5 min 
followed by a  linear gradient  from 100% A to 70% A until 9 min.   Eluent A  (70%) was kept 
until 11 min and re‐equilibration of the column at 100% A was achieved from 11 to 16 min. 
The retention times of analytes was as follows: cGMP: 8.0, cXMP: 8.5 and cIMP: 8.7 min. 
  The  analyte  detection  was  performed  on  an  API 3000  triple  quadrupole  mass 
spectrometer  (Applied  Biosystems)  using  selected  reaction  monitoring  (SRM)  analysis  in 
positive  ionization mode. The  following SRM  transitions using a dwell  time of 40 ms were 





Due  to  interferences  of  cell  matrix  components  with  the  HPLC  methods  described  in 
quantitation of cyclase reaction, the separation method was revised and improved in order 






of  Supelco Column Saver  (2.0 µm  filter,  Supelco Analytical),  Security Guard Cartridge  (C18, 
4 x 2 mm)  in an Analytical Guard Holder KJO‐4282  (Phenomenex) and an analytical Zorbax 
Eclipse  XDB‐C16  column  (50 x 4.6 mm,  1.8 µm  particle  size,  Agilent  Technologies), 
temperature controlled by a HPLC column oven at 25 °C was used.  
  Eluent  A  consisted  of  50 mM  ammonium  acetate  and  0.1% (v/v)  acetic  acid  in  a 
methanol/water  mixture  (5/95 v/v)  and  eluent  B  was  50 mM  ammonium  acetate  and 
0.1% (v/v)  acetic  acid  in  a methanol/water mixture  (95/5 v/v).  The  injection  volume was 
30 µL  and  the  flow  rate  was  0.4 mL/min  throughout  the  chromatographic  run.  A  linear 
gradient from 100% A to 50% A was applied between 0 to 5 min followed by re‐equilibration 
of  the column at 100% A  from 5 to 8 min. The  retention  times of analytes was as  follows: 
cAMP: 6.3, cCMP: 3.4; cGMP: 5.3, cIMP: 5.2, cTMP: 5.4, cUMP: 4.5, and cXMP: 2.7 min. No IS 







following  SRM  transitions  using  a  dwell  time  of  40 ms were  detected:  cAMP:  +330/136; 
cCMP:  +306/112;  cGMP:  +346/152;  cIMP:  +331/137;  cTMP:  +305/127;  cUMP:  +307/97; 

















separating  seven  cyclic  nucleotides  (cAMP,  cCMP,  cGMP,  cIMP,  cUMP,  cTMP,  cXMP,  for 
structures see Fig. 4.1.) on a RP column by a binary gradient employing 5 mM ammonium 
acetate, 0.1 vol% acetic acid  in water and methanol. The detection and quantitation of all 



























































































the  catalytically  active  domain  of  CyaA,  CyaA‐N,  in  substrate  saturation  experiments. 







































AC  171 ± 22.8  1156 ± 50  3  78.1 ± 8.7  524 ± 14 
CC  475 ± 139  3.83 ± 0.54  6  367 ± 116  1.95 ± 0.26 
UC  599 ± 59  0.17 ± 0.009  3  792 ± 299  0.31 ± 0.07 
IC  329 ± 44  0.043 ± 0.002  3  507 ± 108  0.065 ± 0.007 
GC  191 ± 25  0.043 ± 0.002  3  85 ± 13  0.0024 ± 9E‐5 
TC  19 ± 5  0.008 ± 0.0003  3  ‐  ‐ 
  Ki (µM) = 1332 ± 365 *         
XC  37 ± 7  0.0077 ± 0.0007  6  161,700 ± 5.3E7 a  1.02 ± 335 a 




300  times  lower  than  for AC  activity.  Both  toxins  also  produced  cUMP,  cGMP,  cIMP  and 





























































































































































































































































































































































respectively.  A‐C  cIMP  calibration  and  ITP  saturation, D‐F  cXMP  calibration  and  XTP  saturation, G‐H  cTMP 
calibration and TTP saturation. cTMP formation was only detected in CyaA‐N but not in EF. 
 
  Fragmentation  spectra of  standard cCMP and cUMP and  samples  from an EF assay 
were recorded in order to ensure the identity of these cyclic nucleotides. The mass spectrum 
of cCMP shows signals  from protonated cCMP  (m/z = 306.00 Da) and  from  the protonated 
cytosine base (m/z = 112.08 Da). SRM of the m/z transition of 306.00 to 112.08 Da proofed 
the  production  of  cCMP  (see  Fig.  4.5.).  In  case  of  cUMP,  mass  signals  resulted  from 
protonated cUMP (m/z = 307.08 Da), the protonated uracil base (m/z = 112.92 Da) and a not 
entirely identified fragment presumably containing phosphate (m/z = 97.08). As the signal of 


































































It was  demonstrated  that  both AC  toxins  produce  other  cyclic  nucleotides  than  cAMP  in 
vitro. To answer the question whether AC toxins  increase cNMP  levels other than cAMP  in 
living  systems,  the  effects  of  CyaA  on  murine  J774  macrophages  and  granulocytic 
differentiated human  leukemia HL‐60 cells were  investigated. For these experiments a cell‐
permeable  CyaA  holoenzyme,  CyaA‐wt,  and  a  catalytically  inactive  but  cell‐permeable 
mutant, CyaA‐mut, was used.  





































omitted  due  to  the  fact  that  no  suitable  IS  was  available:  cXMP  eluted  too  early  in 




but  also  cCMP  and  cUMP  in  both  cell  types.  Remarkably,  cCMP  and  cUMP  levels  were 
comparable to cGMP levels, making those nucleotides “common” rather than “rare” as they 
range  in  a  physiologically  relevant  region  (see  Fig.  4.7.  and  4.8.).  Nevertheless,  the 
endogenous levels of cNMPs in J774 and HL‐60 cells differ approximately by a factor of two, 
with HL‐60  cells  showing  lower  cNMP  concentration.  In HL‐60  cells,  cCMP  concentrations 
were above the detection limit but below the lower limit of quantitation (LLoQ). 
  CyaA‐wt  induced  rapid and massive  cAMP  increases  (~100‐fold)  in both  cell  types. 
Strikingly, CyaA‐wt  caused  a  delayed  but  substantial  cCMP  increase  in  J774 macrophages 
(~200‐fold) and a less pronounced cCMP accumulation (~10‐fold) in HL‐60 cells. In J774 cells 
the cCMP levels reached roughly 10% of the cAMP levels. In addition to increases in cCMP a 
smaller and even  further delayed cUMP  increase was detected  in  J774 macrophages only, 
whereas no change in cGMP could be detected in both cell lines. The effects of CyaA‐wt on 
cNMP  levels  were  specific  since  the  catalytically  inactive  CyaA‐mut  did  not  cause  any 
significant  changes  in  cNMP  levels  (see  Fig.  4.7.  and  4.8.).  The  cNMP  increases  were 
observed  in  the absence of any PDE  inhibitor, and surprisingly,  the global PDE  inhibitor 3‐










































































































Fig. 4.7. cNMP accumulation  in  J774 cells after CyaA treatment. After treatment of  J774 cells with 10 µg/mL 







demonstrates  the  difference  in  expression  levels  (see  Fig.  4.9.)  Among  the  upregulated 
genes  were  FOS  (role  in  cell  proliferation  and  differentiation)37,  COX2  (role  in 
inflammation)38, Nr4a2 (member of the steroid‐thyroid hormone receptor superfamily with 
role  in cell survival)39, Pscdbp  (cytohesin 1‐interacting protein with role  in cell adhesion)40, 
Vegfa  (member of PDGF/VEGF growth  factor  family with  role  in vascular permeability and 


































































































































the  robust  effects of Bt2cCMP on  vascular  relaxation  and platelet  aggregation  reported43, 
this nucleotide showed little effects on gene expression as was true for cCMP and cAMP. For 
J774  macrophages,  there  are  two  explanations  for  these  data.  First,  cCMP  may  act  as 
modulator of cAMP action on gene expression rather than inducing prominent effects itself, 
































































































































































































































































































































  Additionally,  we  examined  the  effects  of  EF  on  cNMP  accumulation  in  J774 
macrophages. In general, it is assumed that EF needs PA for cell entry forming the holotoxin 
ETX.22  Surprisingly,  EF  alone  increased  cAMP  levels  in  J774  cells without  the  need  of  PA, 
indicating a PA‐independent mechanism of  cell entry. However, EF alone did not  increase 
cCMP  levels, but  required  the presence of PA  for  cCMP accumulation  (see  Fig. 4.11.). No 















































































































































































































































































































































































































in mACs  and  sGC  regarding  inhibitor  affinity32,  and  demonstrated  that  sGC  possesses UC 
activity  assessed  by  a  radiometric  assay.33  Therefore,  the  substrate‐specificity  of  three 
representative mAC isoforms AC 1, AC 2 and AC 5 in Sf9 insect cell membranes and hsAC was 
assessed using the HPLC‐MS/MS method developed for cell extracts.  
  mACs  and  C1:C2 were  fully  activated  by  5´‐[‐thio]triphosphate  and  the  diterpene 











cAMP  cGMP  cCMP  cUMP 
Sf9 mock‐infected  9,600 ± 3,500  20 ± 8.8  0.88 ± 0.3 *  n.d. 
AC 1  35,200 ± 9,700  17.5 ± 5  3.25 ± 1  0.38 ± 0.38 * 
AC 2  31,250 ± 9,000  16.5 ± 5  4.13 ± 0.75  n.d. 
AC 5  64,000 ± 15,700  14.75 ± 5  6.13 ± 2.5  n.d. 
human sAC  542,000 ± 93,000  200 ± 50  200 ± 30  1,250 ± 550 
* only detected in one of six experiments. n.d.: not detected 
 
  If  cCMP  concentrations  in  intact  cells  arose  from  mACs,  an  increase  in  cCMP 
concentration  should be achieved by  stimulation with FSK2 or  the ‐adrenoceptor agonist 
isoproterenol44. However, no change in cNMP concentrations could be detected. 
  The very low cCMP synthesis rates of known mammalian ACs in vitro are in contrast 
to  the  relatively  high  cCMP  concentrations  in macrophages. Moreover,  the  PDE  inhibitor 
IBMX  did  not  enhance  cCMP  increases  in  intact  cells  upon  treatment  with  CyaA‐wt. 
Astonishingly, Bt2cCMP effectively activates cGMP‐dependent protein kinase‐regulated cell 










  In  this work we present novel, highly  sensitive  and  specific HPLC‐MS/MS methods 
that strikingly identified cCMP as endogenous nucleotide in intact cells and its accumulation 
by  the  action  of  the  “AC”  toxins  EF  and  CyaA  in  vivo.  Specific  retention  times  in  HPLC‐
chromatography,  fragmentation  patterns  and  SRM  analysis  further  confirm  the  actual 
















of  Regensburg)  (see  Fig.  4.13.).  The  docking  studies were  performed with  the molecular 
modeling  suite  SYBYL  7.3  on  a  Silicon  Graphics  Octane  workstation.  ATP  and  CTP  were 
manually docked to both enzymes. Models were refined with the AMBER_F99 force field.47  
  The catalytic sites of both toxins are spacious cavities located at the interface of two 
structural  domains,  CA  and  CB.  An  alignment  of  the  catalytic  sites  of  both  enzymes, 






































distinct  CC  activites  nor  the  existence  of  an  unknown  specific  CC.  Similar  considerations 
apply for PDEs. As known so far, cCMP is resistant to hydrolysis by PDEs raising the question 
for  termination of biological actions by cCMP. This may happen via  transport processes of 
cCMP  into  extracellular  space  by  cyclic  nucleotide  efflux  pumps  or  organic  anion 




CC‐  and  UC‐  activity  of  AC  toxins  are  different  regarding  distinct  cCMP  and  cUMP 
accumulation  in  intact  cells,  indicating  diversely  compartmentalized  CTP‐  and  UTP  pools 




data  and  scepticism. Main  objectives  for  the  future  remain  to  identify  target  genes  and 
proteins  and  possible  undiscovered  enzymes  with  specific  CC  and  cCMP‐PDE  activities. 
Further alternatives are synergistic effects of cCMP together with cAMP or cGMP enhancing 
or reducing their biological mode of actions. Scheme 4.1. summarizes our current knowledge 
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anthrax  and  whooping  cough  caused  by  Bacillus  anthracis  and  Bordetella  pertussis, 




  A  luminescence‐based  AC  assay  was  developed  as  screening  tool  for  AC  toxin 
inhibitors.  The  assay  prooved  to  be  fast  and  inexpensive  and  no  work‐up  steps  like 




of  intracellular mechanisms upon  infection and  leads  to a better understanding of disease 
courses.  Thus,  substrate‐specificity  of  both  toxins was  explored  in  vitro  and  CyaA  and  EF 
show turnover of ATP, CTP, UTP, GTP, ITP and XTP. Cytidylyl cyclase activity was determined 
to be approximately 300 times  lower than AC activity. To answer the question whether AC 
toxins  increase  cNMP  levels  other  than  cAMP  in  vivo,  the  effects  of  AC  toxins  on  two 
different cell systems were tested.  
  Here, endogenous cCMP and cUMP was identified in HL‐60 and J774 cells by a highly 
specific  and  sensitive  HPLC‐MS/MS  method.  Additionally,  we  demonstrated  the 
accumulation  of  cCMP  after  toxin  treatment.  However,  cCMP  research  was  plagued  by 
methodological problems  in  the past. Therefore, doubts about  the  identity of  cCMP were 
addressed  by  chromatographic  separation  with  specific  retention  times  and  the 
identification  of  nucleotides  by  specific  mass  transitions  from  protonated  cNMP  to  the 
protonated base.  
  To  identify a potential source of endogenous cCMP and cUMP  in cells, mammalian 
ACs were analyzed for cytidylyl and uridylyl activity. Membrane‐bound ACs  indead produce 
cCMP  in  very  small  amounts, whereas  soluble  AC  produces  cCMP  as well  as  cUMP.  The 
existence and  formation of cCMP and cUMP  in  living  systems  led us  to possible biological 





be  detected.  However,  the  increase  in  mRNA  expression  levels  by  CyaA  could  not  be 
explained by the action of cAMP alone. 
  Therefore,  a  number  of  questions  remain  to  be  solved:  Does  cCMP  only  display 
synergistic  effects,  enhancing  or  reducing  the  actions  of  the  already  known  second 
messengers  cAMP or  cGMP?  Is  cCMP  compartmentalized  in  cells  and has only  impact on 
mRNA expression  in  these  compartments? Are  there  target proteins  for  cCMP?  Is  there a 
specific CC or does endogenous cCMP amount from already known mACs? Is there another 





Die Adenylyl Zyklase  (AC) Toxine EF und CyaA  tragen  zur Pathogenität und Mortalität von 
Anthrax  und  Keuchusten  bei.  Diese  Krankheiten  werden  von  Bacillus  anthracis  und 
Bordetella  pertussis  verursacht.  Bei  beiden  Krankheiten  wurde  trotz  antibiotischer 
Behandlung  ein  “Point‐of‐no‐return”  beschrieben.  Dieser  wird  durch  das  Wirken  von 
bakteriellen  Toxinen  verursacht.  Zusätzlich  sind  bereits  einige  Stämme  beider  Erreger 
bekannt,  die  Antibiotikaresistenzen  aufweisen.  Inhibitoren,  die  auf  bakterielle  Toxinen 
wirken,  würden  deshalb  den  Verlauf  der  Krankheit mildern  und  die  Überlebenschancen 
erhöhen können.  
  Ein  lumineszenzbasierter AC Assay wurde  für das Screening von  Inhibitoren  für AC‐
Toxine entwickelt. Der Assay hat sich als schnell und günstig erwiesen und kann  in 96‐well 
Platten  durchgeführt werden.  Aufarbeitungsschritte wie  chromatographische  Trennungen 
sind überflüssig. Dieser Assay eignet sich daher zur Anwendung im Hochdurchsatz‐Screening. 
Außerdem  spricht  der  lumineszente  TbNflx  Komplex  sofort  auf  Änderungen  der 
Analytkonzentrationen an und erlaubt damit die Durchführung von Echtzeitkinetiken dieser 
Toxine.  
  Die  komplette  Charakterisierung  von  CyaA  und  EF  in  vitro  und  in  vivo  erweitert 









Die  Auswirkung  der  AC  Toxine  auf  zwei  unterschiedliche  Zellsysteme  wurde  daher 
untersucht.  
  Dabei wurden sowohl cCMP als auch cUMP als endogene Nukleotide  in HL‐60‐ und 
J774‐Zellen  mit  Hilfe  einer  hochspezifischen  und  –sensitiven  HPLC‐MS/MS‐Methode 
identifiziert.  Zusätzlich  konnten  wir  die  Anreicherung  von  cCMP  nach  Toxinbehandlung 
nachweisen.  Die  cCMP‐orschung  war  jedoch  in  der  Vergangenheit  mit  massiven 
methodischen  Problemen  belastet. Um  Zweifel  an  der  Identität  von  cCMP  auszuräumen, 
wurde  die  chromatographische  Analyse  mit  spezifischen  Retentionszeiten  und  die 
Identifizierung  von  Nukleotiden  mit  Hilfe  von  Massenübergängen  vom  protonierten 
Nukleotid zur protonierten Base herangezogen. 
  Zur Bestimmung einer möglichen Quelle von endogenem cCMP und cUMP  in Zellen 
wurde  die  Cytidylyl  und  Uridylyl  Zyklase  Aktivität  von  Mammalia‐ACs  bestimmt. 
Membrangebundene ACs produzieren  sehr  kleine Mengen  an  cCMP, während  lösliche AC 
sowohl cCMP als auch cUMP erzeugt. Die Existenz und Produktion von cCMP und cUMP  in 
lebenden  Systemen  führte  uns  zur  Frage möglicher  biologischer  Effekte  dieser  cNMPs.  In 
Microarray‐  und  RT‐PCR  Untersuchungen  konnte  keine  signifikante  Änderung  der mRNA 
Expression durch Behandlung der Zellen mit cCMP und dem zellpermeablen Derivat Bt2cCMP 




sekundären  Botenstoffen  wie  cAMP  und  cGMP?  Ist  cCMP  auf  verschiedene 
Zellkompartimente  verteilt  und  hat  nur  dort  Effekte  auf  die  mRNA‐Expression?  Gibt  es 
Zielproteine für cCMP? Gibt es eine spezifische CC oder entsteht das endogene cCMP durch 
die bekannten mACs und sAC? Gibt es eine mAC, die hier nicht untersucht wurde, die cCMP 
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